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ROLE DE L’ISOXANTHOPTERINE
SUR LE DEVELOPPEMENT ENDOTROPHE
DE I’OURSIN ARBACIA LIXULA'!

Par Coryse DEZERE

Depuis la mise en évidence, dés 1935 (Lworr ct LEperer), de la néces-
sité de facteurs organiques pour la croissance normale des Flagellés et
des Bactéries, I'importance des composés organiques de I'cau de mer
n’a fait que s’aflirmer en écologie marine. Plantes et animaux secrétent
dans le milieu ambiant des substances « cctocrines » qui peuvent influen-
cer d’autres animaux, et Kirscuexsratt (1951) a proposé le terme de
« télergones » pour désigner de telles substances. Les « télergones » 1den-
tifiées sont extrémement variées : acides aminés, antibiotiques, anti-
métabolites, ct vitamines telles que la B,,, dont I'action sur la survie
d’Artemia salina a été étudiée au laboratoire (HerNanporena, 1963).

Dans cette méme ligne d’études, Foxtaine et Proarort (1963) ont
mis en évidence la présence de ptérincs daus la peau dorsale de I’ Anguille,
puis leur excrétion dans le milieu ambiant — ct, secondairement, ce
résultat fut étendu a d’autres animaux marins (travaux inédits) —,
ce qui conduit a rechercher si les ptérines peuvent étre considérées comme
des télergones.

En effet les ptérincs, substances hétérocycliques découvertes par
Horprins (1889) dans les ailes de papillons, ont été retrouvées un peu
partout dans le mondc vivant ct ont été isolées, par exemple, chez les
algues blcues (Forest, 1958), les insectes (ailes de papillons : Bus~ewn
et coll., 1951 ; yeux de drosophiles : Viscontint et coll,, 1937 ; systémec
endocrine : L’Herias, 1956), chez les vertébrés poikilothermes (écailles
et peau des poissons, pcau des amphibiens) et chez les homéothermes.

Le role physiologique des ptérines cst reconnu : clles penvent étre des
facteurs de croissance de certains protozoaires (Natuax, 1958 parti-
ciper a4 la mélanogenése chez les arthropodes et les vertébrés (Povo-
NowsKY et coll,, 1950) ou, du fait de leur structure qui se retrouve dans
Pacide folique, jouer un role comme éléments intermédiaires dans le
métabolisme de ec corps et intervenir dans de nombreuses synthéses
cellulaires (Z1ecLER-GuNDER, 1935).

Nous avons utilisé, comme bioessais de ptérines, la vitesse de segmen-
tation de l'eeuf et la rapidité de développement des larves de I'oursin
Arbacia lizula. En effet, de nombreux travaux ont été effectués sur les
larves d’oursin qui, du fait de leur sensibilité, ont été utilisées pour la
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détermination de eertaines qualités d’eaux de mer trés diverses. Nous
avons soumis ce matériel biologique 4 I'action d’une ptérine synthétique,
Iisoxanthoptérine, qui est partieulierement intéressante du fait que,
lors des isolements par chromatographie a partir de substanees naturelles,
elle est I'une de eelles qui apparaissent le plus réguliérement.

A. MATERIEL ET METHODES.

Wirson (1951), puis Wirsox et ArmstronG (1952) ont montré que des
différences entre diverses eaux de mer pouvaient éire mises en ¢vidence
par la rapidité de développement de larves d’oursins (Echinus esculentus).
Ce test a été perfectionné et repris par de nombreux auteurs pour étudier
les effets biologiques de Cu, Zn (Boueis, 1959, 1961, 1965) ou Ag, Hg
SovEer, 1961) ; puis le test de WiLson a été interprété par Boucis (1964)
qui distingue la premiére phase du dévelopement de la larve, ou phase
endotrophe, et la deuxiéme étape, pendant laquelle la larve trouve dans
le milieu les matériaux dont elle a besoin, ou phase exotrophe. N'ayant
pas & notre disposition le plancton nécessaire pour alimenter les larves,
nous nous sommes limités, dans nos expériences, 4 la phase endotrophe
en étudiant la einétique cmbryonnaire de la segmentation et le degré
de réalisation du squelette des larves au stade pluteus.

1) Matérel.

Les oursins Arbacia lizula proviennent de la région de Banyuls. Aprés
grattage de la région aborale nettoyée a I'eau douee, la lanterne d’Aris-
tote est dtée, les intestins sont lavés 4 'eau de mer et les oursins, stimulés
par le contaet de I'eau douce, émettent sur des verres de Borel leurs pro-
duits génitaux. Les ceufs d’'unc méme femelle sont lavés, tandis que le
sperme est dilué dix fois au moins.

Dans de nombreuses expériences, les wufs sont conservés pendant
quelques heures dans le milieu & ¢tudier, des essais nous ayant eonfirmé
que, conservés en faithle quantité dans des béehers, leur développement
ultérieur ne s’en trouvait pas modifié.

Un essai préliminaire nous ayant assuré que 95 9%, des ccufs sont féeon-
dés en eau de mer naturelle, nous pratiquons la féeondation artificielle
dans les milieux a étudier, une méme quantité d’ceufs étant déposée dans
des béchers contenant 250 ml.

Chaque milieu est préparé en trois exemplaires ; un béeher est réservé
a I'étude de la segmentation. Lnviron 90 minutes aprés la fécondation,
des ceufs sont préleveés toutes les einq minutes et déposés dans de 'aldéhyde
formique a 5 9, afin de déterminer le stade des ceufs en développement.
Nous nous sommes limités a 1’étude de la premiére segmentation, lorsque
Peuf est au stade 4 deux blastomeéres, puisque selon Worrson (1959),
le retard provoqué pour la premiére segmentation est comparable a eelul
obtenu lors des autres elivages et est représentatif de ’action du produit
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étudié. Nous déterminons le temps nécessaire pour que 50 9% des cufs
atteignent le stade 4 deux blastoméres.

Les deux autres béehers sont utilisés pour faire les prélévements des
pluteus a des heures déterminées. Les pluteus sont filtrés sur du papier
millipore, séehés a I'étuve 4 37°C et montés avee de 'huile de eedre.
Cent mesures de spicules par lot sont efleetuées, de 'extrémité de la
baguette somatique a eelle de la baguette postorale,

2) Préparation des milieux.

Les expériences sont réalisées avec de I’eau de mer naturelle en pro-
venanee de Roscofl, gardée quelques semaines a I'obscurité et filtrée sur
verre fritté (porosité 4).

L’isoxanthoptérine est ajoutée a cctte eau, aucune méthode artifi-
eielle n’étant utilisée pour faeiliter sa dissolution. Les ptérines, a la eoneen-
tration utilisée (2 mg/l), se dissolvent lentement, en un mois environ,
et nous avons suivi cette évolution par 'augmentation de la fluoreseence.
Les milieux ainsi préparés ont été eonservés environ deux mois a ’obscu-
rité avant d’étre utilisés pour I'expérience.

Nous avons ehoisi d’étudier l'isoxanthoptérine (K et I Laboratories,
New-York) susceptible de se retrouver dans le milieu naturel, soit telle
quelle, soit sous forme de produit de décomposition. Toutefois il faut
noter que le produit utilisé contient des imipuretés révélées par chroma-
tographie faite an laboratoire (MomzikorF).

3) Tracement des résultats numériques.

Lors des prélevements de pluteus, la mesure de cent spicules pour
chaque lot permet de construire un histogramme (nombre de spieules
ayant une taille donnée). Pour mettre en évidence les différenees de
longueur des spicules, 1l nous a paru intéressant de comparer les médianes
et non les moyennes. En effet la médiane eorrespond & la taille au-dessus
et en dessous de Jaquelle il y a 50 %, des spicules ; eette valeur eentrale
présente 'avantage d’étre peu sensible aux valenrs extrémes de la popu-
lation de mesures et de ne pas préjuger du earaetére gaussien de eette
distribution, que nous avons cependant eonstaté assez réguliérement.
Ensuite nous appliquons le teste du %? sur ees médianes en eomparant
pour chaque dose animaux traités et animaux témoins, afin d’éprouver
la signifieativité des différenees constatées.

Pour suivre I'action du produit, nous avons eonstruit la eourbe indiquant
les différenees des médianes obtenues pour ehaque dose par rapport a
la médiane du groupe contrédle ; il nous a été possible ainsi de eonsidérer
simultanément les résultats obtenus avee différentes fenielles.
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ResvrnraTs.

1) Fécondation et cinéiique de la fécondation.

La fécondation des ceufs d’Arbacia lizula s’eflectue de facon normale
dans nos milieux contenant de I'isoxanthoptérine, mémec pour la plus
forte dose utilisée (2 mg/l) et méme si les ceufs et le sperme ont été au
préalable conservés pendant quelques hcures dans ce méme milieu.

La cinétique dc la segmentation des cufs n’est pas modifié par 'apport
d’isoxanthoptérine dans 'eau de mer naturelle. En effet, le temps néces-
saire pour que 50 %, des ceufs aient atteint le stade a4 deux blastoméres
est comparable & celul que 'on observe pour les ceufs du groupe contrdle,
qui ne sont pas soumis a 'action du produit.

L’addition d’isoxanthoptérine & I'eau de mer ne perturbe donc ni la
fécondation ni la segmentation des ceufs d’oursin.

2) Croissance des pluteus pendant la phase endotrophe.

Pour chaque dose d’isoxanthoptérine, les cxpériences ont été répétées
deux ou trois fois ; nous avons construit nos courbes & partir de la moyenne
de ces données.

Les doses allant de 1 & 2 mg/l, qui n’empéchent ni la fécondation ni
la segmentation des ceufs, arrétent lc dévcloppement pour la plupart
d’entre eux au stade coeloblastule. Les quelques pluteus formés présentent
des bras de longueur inférieure aux témoins, et cette différence s’accentue
de 44 a 67 heures aprés la fécondation. La dosc de 500 /1 d’isoxanthrop-
térine n’empéche pas le développcment normal des ceufs jusqu’au stade
pluteus ; I'allongement des spicules est inférieur a celui du lot témoin
lors des prélevements effectués a 44 et 52 heures, mais ce retard n’est
pas acquis de facon définitive. 11 en est de méme pour les doses variant
de 200 a 500v/l, I'inhibition de la croissance des spicules étant, lors
du prélévement a 44 heures, proportionnclle & la dose. 200/l constitue
une dose-seuil pour laquelle on n’observe plus d’action sur le dévelope-
ment des larves.

Les différences de longueur des spicules entre le milieu témoin et le
milieu contenant des doses supérieures a 200vy/l proviennent de la
longueur de la baguette postorale, car les longueurs des baguettes soma-
tiques sont comparables.

Il nous a paru intéressant de rechercher I'action de doscs trés faibles
susceptibles d’exister dans I’eau de mer naturelle, de 'ordre de 1 & 10 vy/l.
Lorsque les ccufs déposés dans un tel milieu sont fécondés dans la demi-
heure suivante, la croissance des pluteus est normale. Par contre, si les
ceufs vierges sont laissés pendant au moins deux heures en contact avee
le produit I'allongement des spicules des pluteus est mférieur & celui de
témoins issus d’ceufs conservés pendant le méme temps dans Peau de
iner pure, 4 la méme température, avant la fécondation.
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In conclusion, des doses faibles d’isoxanthoptérine laissées en contact
quelques heures avec les ceufs vierges ralentissent 1'allongement des
spicules des pluteus. Par contre 1'addition de 20 a 200vy/l du méme
produit & 1’eau de mer naturelle n’apporte pas de modification dans
I'allongement des spicules de pluteus pendant la phase endotrophe du
développement. Cepcndant des doses supérieures entrainent une inhibi-
tion de plus en plus marquée du développement des bagucttes postorales
du pluteus, puis empéchent la gastrulation. Nous observons donc une
courbe d’inhibition de croissance en forme de U renversé, dont le sommet
correspond 4 une inactivité du produit (fig. 1).
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Fic. 1. — Différences des longueurs médianes des pluteus de chacun des lots soumis & diverses
doses d’isoxanthoptérine, par rapport au lot témoin.

Notas : Les significations éventuelles de ces différences, correspondant a p = 0,05
ou 0,01, sont indiquées sur le graphique. — La courbe en trait plein est relative aux pré-
Iévements & 44 heures, celle en tireté aux prélévements a 67 heures. — Pour les doses de
1 a 10v/l (Carrés et triangle blancs) les résultats figurés ici ont été obtenus en laissant pen-
dant au moins deux heures les ceufs vierges en contact avec I'isoxanthoptérine.

Les processus physiologiques qui sont modifiés lors du développement
&’ Arbacia par I'isoxanthoptérine ne peuvent encore étre précisés. 11
semble toutefois que 1’action inhibitrice sur la croissance des spicules
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puisse étre aequisc ct ne se révéler que lors de la différenciation. En effet,
les ceufs vierges gardés trois heures dans un milieu contenant 1 a 10/l
d’isoxanthoptérine se segmentent normalement aprés la fécondation
mais la croissanee du squelette est ralentie ; eette inhibition est acquise
dans 'enf vierge, puisque des ceufs n’ayant pas subi le méme traitement
préalable se développent eomme les témoins.

La perméabilité de la membrane de I'wuf a I''soxanthoptérine n’est
pas en cause, puisque des doses supérieures laissées en eontact quelques
heures avee les eufs n’entrainent pas une inhibition de la eroissance.

11 sera intéressant de reprendre ees expériences avee d’autres produits,
et en particulier de préeiser la période de sensibilité des embryons d’our-
sins vis-a-vis des ptérines. Cependant, nous pouvons dés maintenant
concevoir que ces substances puissent avoir une action biologique sur
les &tres marins 4 leurs coneentrations naturelles ; elles pourraient alors,
de ee fait, étre eonsidérées eomme des télergones.

Résumé.

Unc action de I'isoxanthoptérinc & des doses diverses a été mise en évidence
sur le développement endotrophe de V'ccuf d’oursin Arbacia lixula. On observe
des inhibitions de la croissance des bras des pluteus en particulier pour des
concentrations qui semblent susceptibles d’exister dans I'eau de mer naturelle.

Laboratoire de Physiologie des Etres marins
de Ulnstitut Océanographique, Paris.
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